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RESUMEN

Debido a sus propiedades carcinogénicas y mutagenicas los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAPs) han sido estudiados ampliamente, Para monitorear
los niveles de estos contaminantes en los ambientes marinos se ha requerido el
uso de organismos bioindicadores. Para la determinacion de los HAPs en tejidos
de organismos marinos se han desarrollado diversos métodos para la extraccion,
concentracion, identificacion y cuantificacion de estos analitos. Este tipo de
matrices contienen mezclas complejas de compuestos de naturaleza lipofilica que
interfieren en el andlisis de los HAPs. Como resultado de ello es comun observar
la subestimacion o sobreestimacion de estos contaminantes.

En este estudio se compara el procedimiento tradicional por cromatografia en
columna con la Extraccién en Fase Soélida (EFS) para la determinacion de HAPs en
organismos marinos por cromatografia de gases capilar (CGC). El método
propuesto fue aplicado en tejido de organismos marinos (pescado, camaron y
ostion).

Las muestras de tejido liofilizado se saponificarén con KOH en metanol y se
extrajeron con hexano. E! extracto se purifico por ambos. procedimientos. El
método de purificacion tradicional se llevé a cabo en columnas empacadas con
gel de silice, alumina, sulfato de sodio anhidrido y cobre activado. La EFS se
realizé en cartuchos comerciales de aminopropil (LC-NH;) y silica gel (LC-Silica).
Los extractos que se obtuvieron se analizaron por CGC. la identificacidn de los
HAPs se realizé comparando los tiempos de retencién con estandares externos y
la cuantificacion a través del factor de respuesta de cada uno de los HAPs.

Los porcentajes de recuperacion de los HAPs se estimaron utilizando matrices de
organismos marinos fortificados. Los resultados que se generaron en ambos
procedimientos fueron comparados. Los porcentajes de recuperacién total de
HAPs fueron 42.0 + 2.80% para cromatografia en columna, 56.87 6.23% para
LC-NH, y 58.56 + 4.84% para LC-Silica. El limite de deteccién de la curva de
calibracién para el método propuesto fue de 75ppb para 15 HAPs y para naftaleno
de 250ppb.

El método de EFS presenta ventajas sobre el procedimiento de purificacion

convencional; ya que se obtienen extractos libres de los principales compuestos
que interfieren en su analisis, ademas de reducir costos y tiempo del mismo.
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1. Introduccion

En el pais existen importantes regiones costeras con gran potencial econdmico
que han sido contaminadas como resultado de la combinacién de factores
naturales y antropogénicos (GESAMP, 1990). El principal efecto inmediato de la
actividad petrolera a los ambientes costeros se refleja en el posible riesgo a la
salud de la poblacién humana al consumir productos marinos contaminados por
derivados carcinogénicos del petréleo tales como los Hidrocarburos Aromaticos
Policiclicos (HAPs} (Geraci y St.Aubin, 1990; DeLeon et al., 1988).

Los HAPs se originan de lfa combustién incompleta o pirdlisis de la materia
organica, por la actividad natural o antropogénica. Por diagénesis o biosintesis se
producen cantidades muy pequefias (NRCC, 1983). Factores tales como el tipoy
cantidad de combustible, temperatura, duracién de la combustién y disponibilidad
de oxigeno determina la naturaleza y grado de formacion de HAP.

En el ambiente, en general, los HAPs son contaminantes prioritarios; debido a las
propiedades carcinogénicas. En la mayoria de las determinaciones se limita el
analisis a 16 compuestos en matrices tales como agua potable, industrial y de
desecho, sedimentos, suelos, particulas atmosféricas, asi como también en
tejidos biolégicos. Dentro de los ambientes acuaticos los HAPs sufren una serie de
procesos de intemperizacién (fisicos, quimicos y biolégicos), tales como la
evaporacién, oxidacién fotoquimica, degradacién microbiana, dispersion vy
disolucién en el agua (Neff, 1979; Green y Trett, 1989). Los HAPs se asocian
facilimente con la materia particulada y finalmente se depositan en el sedimento
(Farrington et al., 1983, Farrington, 1991; Jackson et al., 1994; Witt, 1995;
Hellou, 1996).

A través del agua, sedimentos o material suspendido los organismos marinos se
ven expuestos a los HAPs. Los HAPs pasan a través de la membrana celular,
dentro de la célula pueden interactuar con el DNA y causar dafio genético y
activacién metabélica permitiendo la aparicién de tumores y otras enfermedades
(Fuoco y Colombini, 1997). Los hidrocarburos tienden a acumularse en los tejidos
liposos, aun si los contaminantes se encuentran en bajas concentraciones en el
medio (Pefia et al., 1996). En general, estos procesos son mas complejos en los
vertebrados que en los invertebrados. En los vertebrados, como son los peces, se
incrementa fa produccion de enzimas hepéticas lo cual les permite romper los
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HAPs, reduciendo posiblemente los efectos téxicos de estos quimicos. Los
organismos tales como mejillones y ostiones, que se creia que carecian de
sistemas enzimaticos, acumulan altas concentraciones de contaminantes, debido
a que sus tasas metabdlicas son menores (Lee et al., 1972; Livingstone et al.,
1989; Stegeman y Lech, 1991). Como consecuencia de ello han sido utilizados
como organismos centinelas e integradores de las condiciones de la calidad del
agua en los ecosistemas marinos ya que proveen de informacién util acerca del
potencial de biomagnificacion en las cadenas tréficas (Mason, 1987; Burns y
Knapp, 1989).

La dificultad en la interpretacion y comparacién de los resultados en estas
matrices, (tejidos bioldgicos) se debe a que los HAPs son lipofilicos, por lo que la
elecciébn de la metodologia analitica (procedimientos de extraccion y limpieza)
dependera de diversos factores tales como las caracteristicas fisico-quimicas de
los analitos, el limite de deteccion requerido, el nivel y tipo de interferencias, la
resolucidon que se requiere, precision y exactitud de los instrumentos disponibles,
tiempo de analisis y costo.

Los analisis generaimente se realizan por Cromatografia de Gases Capilar (CGC),
acoplado a espectroscopia de masas (CGC/EM), Cromatografia de Liquidos de
Alta Resolucion (HPLC) con arreglo de diodos, HPLC con detector de fluorescencia
o HPLC/UV con ambos detectores conectados en serie (Lee et al., 1981; Kicinski
et al., 1989; Gratzfeld et al., 1993). No importando la matriz en donde se realice
el analisis, se requiere su purificacion para la eliminacion de los compuestos
interferentes antes del analisis cromatografico. La mayoria de los estudios
realizados llevan a cabo este procedimiento por cromatografia en columna
empacada con alumina, florisil y/o silica (Wise et al., 1977). A través del proceso
de adsorcién se separan los analitos que interfieren en el analisis con intervalos
bien definicos y estrechos de polaridad. Entre las desventajas que presenta este
procedimianto se incluyen la actividad de los cambios en los adsorbentes, la
vrilizacidn de grandes volimenes de disolventes de alta pureza, los cuales deben
ser evaporados para concentrar los analitos a analizar, asi como el tiempo total
del anaiisis.

Los analisis de HAPs en organismos son particularmente dificiles debido a la baja
concentracion de los compuestos individuales ya que generalmente la cantidad de

L ___—__—_— _— — — — e ——————————————————
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material disponible es limitado. El pretratamiento de la muestra antes de los
analisis cromatograficos es largo, en algunos casos el tiempo de extraccion de los
HAPs dura hasta 56 horas (Al-Saad, 1996), por lo que se requieren de procesos
de purificacidn y preconcentracion mas eficientes, confiables y répidos. La
Extraccion en Fase Sdlida (EFS) resulta una alternativa para este procedimiento,
debido a la reduccién del tiempo de analisis y costos del mismo.

Los principios de la EFS son similares a la cromatografia de liquidos, donde los
compuestos se separan entre dos fases. En la EFS los analitos a extraer se
separan entre una fase estacionaria y una movil, y estos analitos deben tener
gran afinidad por la fase solida mas que por la matriz (retencién o adsorcién). Los
compuestos retenidos en la fase estacionaria pueden ser removidos en un paso
posterior por la elucion con un disolvente con mayor afinidad para los analitos
(elucién o desorcién). Los diferentes mecanismos de retencion o elucién son
debido a las fuerzas intermoleculares entre el analito y los sitios activos en la
superficie del absorbente y la fase liquida o matriz. Las fases estacionarias
empleadas en la EFS son generalmente similares a las utilizadas en la
cromatografia liquida. De acuerdo al caracter quimico del grupo funcional unido a
la Silica o al copolimero, las fases resultantes se pueden clasificar en: no polares,
polares o intercambio idnico. La eleccion de los disolventes utilizados depende de
la naturaleza de la fase estacionaria (Berrueta et al.,1995).

El objetivo de esta investigacién fue proponer y evaluar la EFS como
procedimiento alternativo de purificacién en la metodologia analitica para la
determinacion de HAPs en organismos marinos. Dicho procedimiento fue
comparado con el método tradicional (Cromatografia en columna) en términos de
su exactitud, precision y recuperacion.

|
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2. ANTECEDENTES

2.1 Propiédades fisico-quimicas de los HAPs

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) son un grupo de mas de 100
compuestos organicos que contienen 2 6 mas anillos de benceno en su
estructura, En base a sus propiedades y peso molecular se dividen en 2
categorias: compuestos de bajo peso molecular (2 a 3 anillos aromaticos, de
naftaleno a antraceno) y compuestos de alto peso molecular (4 & mas anillos
aromaticos, de fluoranteno a indeno [1,2,3-cd] pireno, Figura 1). Los HAPs de
bajo peso molecular muestran toxicidad aguda mientras que algunos HAPs de
alto peso molecular muestran potencial carcinogénico (Neff, 1979; Futoma et al.,
1981; White, 1986; Varansi, 1989).

Naftaleno Fluoranteno Benzolk]fluoranteno Benzo[b]fluoranteno
Acenaftileno Pireno Benzola]pireno indeno[1,2,3-cd]pireno
Acenafteno  Benz[aJantraceno Fenantreno
Antraceno Il ll ll

Criseno Flucreno Dibenz{a hlantraceno

Figura 1. Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs).
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En la tabla 1 se reportan las propiedades fisico-quimicas de los 16 HAPs
seleccionados como contaminantes prioritarios por la Organizacién Mundial de la
Salud, la Comunidad Econémica Europea y la Agencia de Proteccién Ambiental de
Estados Unidos de América (Futoma et al., 1981; Hellou, 1996). Las propiedades
fisicas de los HAPs varian de acuerdo a su peso molecular y estructura. Todos los
HAPs son sdlidos a 25°C. Al incrementar su peso molecular o volumen se
observan cambios profundos, como la disminucién de su solubilidad en agua y de
su presion de vapor (P%), mientras que el coeficiente de particion octanol/agua
(Kow) se incrementa. Sus K, son parcialmente altos, indicando un alto potencial
en la absorcién de particulas suspendidas en el aire y agua y bioconcentracién en
organismos (NRCC, 1983; Slooff et al., 1989).

Aunqgue es conveniente considerar esta clase de compuestos como un solo grupo
de compuestos hidrofébicos y persistentes, debido a sus similitudes estructurales
sus propiedades varian considerablemente con la temperatura: estas variaciones
se reflejan en diferencias significativas en los coeficientes de particion en el
ambiente (Mackay y Callcott, 1998).



Tabla 1. Propiedades fisico-quimicas de los principales HAPs.

"7 Nombre | Férmulal ‘JT)_! ' J Fa25°C ‘ \ 1 Log Kow | H‘
(abrewaturas, en mgles) (g/mol) °C (°CL (cm3/mol (g/mol) ‘
‘Naftaleno (NA) " CypHs | 128. 19 80.5 | 218 148 J ) "o'.é'éso l 10.4 ] 31 J 3.37 \43 01]
“Acenaftileno (Ay) | CuHs | 152.20 J 950Jf 270 } | — ] 0.89 ] | | ]
‘Acenafteno (AE) CizHio ‘154.'21"'] 'éé."z"]\"'zﬂ | 173 ! 70.1980 ] 1 0.30 J | 4. ooJ 12. 17J
“Fluoreno (F) Cistho | 166.20 | "'1'15Jf 295"|"' 188 "]""”6.'i'5‘6'6' J 0.09 l T 1.9 i 4,18 | 7.87 |
Fenantreno (PA) | Cutho | 178.20 | 101 ’];”"3"3'9 1 199 ]"'"d'.'i'ﬁa" J 0.02 ] 1.1 J '4.57 ‘ 3.24 ]1
" '17'8'.2’0J 216 '];'""34'0' | 197 | 0.0129 1 0001J 0.045 | 4.54 J 3.96 |

“Pireno (P) ) CieHio '262.’26]1‘5‘6 ']:_'é'éb“"ﬁl" 214] 70.0506 | 0.0006 ﬂ 0.132 | s5.18 J 0.92 |

‘Fluoranteno (F) | C.

|
e

' :’202.26’] 1'11’Jf"'3'7"5‘J 217 "J‘"”b.i&i’d | 1.2% 10 J 0.26 | 5.22 | 10_U
I

Criseno (CH) Cuho | 228.30 | 255 | 448 | 1797 | 0.0053 | 53x107] 164 | Suééj‘
“Benzo(a)antraceno (BaA) | CigHi, | 228.30 | 160 | 435 | 248 | 0.0462 | 2.8x10 J 00482 | 59t | 0. 58 ]

“Benzo(b)fluoranteno (BbF)

“Benzo(k)fluoranteno (BkF) ”252.’3’2] '2"'i"7""|f4'81'| 268 | 0.0126 ] 5.2 x 108 0.0008 ] 6.00 ]0016]@

IS
25732 | 175 | 495 | 263 | 00328 | 7x107] G063 | 604 | 0.0%6]
' |

“‘Benzo(a)plreno (BaP)

B
|
|
|
Antraceno (A) J CiaMi10
l
|
|
}
nl
|
|
I

J

252.32 | 168 | 481 | 268 Jl 0.0385 | - J 0.0015 | SSOJ J
|
|

Benzo(ghi)periteno (BP) CazHy2 "2'76.'34"] 277 |.”§2§' | 277 | 0.0032 ] 2.6 X 10“} 6. 504! 0. 075]?
"Dibenz(a,h)antraceno {DA) ’ CyHys | 278.36 ‘ 270 ‘ 524 ’ 300 11 0.0040 | 3.7x 10} 0.0006 ’ 6.75 ’ ‘
' ‘ {a 267°C)

Indeno(l 2,3 cd)pur N0 (ILI czzH12 | 276.00 }‘ 164 | --- | | - J 1.3 % 10'BJ 5.3 x ;0'4J 6.40 { \

P.M. Peso molecular P> Presion de vapor

P.F.  Punto de fusién s Solubilidad en agua

P.E.  Punto de ebullicion Log Kew  Coeficiente de particion octanol/agua

M Volumen molar H Constante de la ley de Henry

F Proporcion de fugacidad

Sauspada Uy
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Los HAPs se producen a través de la combustién o pirdlisis de la materia organica
ya sea por procesos naturales o antropogénicos; también se producen muy
pequefias cantidades por diagénesis o biosintesis (NRCC, 1983). Factores tales
como el tipo y cantidad de combustible, temperatura y duracion de la combustidn
y disponibilidad del oxigeno determinan la naturaleza y formacidn del HAP.

2.2. HAPs en el ambiente acudtico.

Los HAPs entran al ambiente acudtico a través de fendmenos naturaies tales
como incendios forestales, erupciones volcanicas, diagénesis y biosintesis.
Aunque los HAPs se encuentran en los derivados del carbén y petrdleo, las
actividades antropogénicas se consideran como la mayor fuente de liberacién de
HAPs al ambiente (Neff, 1979; NRCC, 1983; Sloff et al., 1989).

La atmdsfera es el principal medio de transporte de los HAPs y se desplazan a
través de ella a grandes distancias, antes de su depositacién al suelo o al agua.
Una vez depositados, pueden ser absorbidos por las plantas, de donde suelen ser
tavados por la fluvia, oxidados o depositados en el suelo como resultado de su
muerte (Eisler, 1987; Lipiatou y Albaigés, 1994).

Al igual que en la atmodsfera, los HAPs en la columna de agua se asocian
generalmente a particulas (Wakeham et al., 1980). La volatilizacién, la fotolisis,
la hidrolisis, la biodegradacién y la absorcién al material particulado, seguida de
su sedimentacion, son los principales procesos que gobiernan la transferencia de
los HAPs en el agua (NRCC, 1983; Eisler, 1987, Sloff et al., 1989).

Los HAPs pueden ser biodegradados en el agua; el tiempo estimado que puede
variar desde dias (ej. naftaleno) hasta afios (ej. pireno) bajo condiciones
aerobicas (U.S. EPA, 1990). En e! agua también pueden ocurrir en menor grado
procesos de foto-oxidacién y oxidacién bioldgica. Para la mayoria de los HAPs en
la columna de agua, la sedimentacién constituye el principal mecanismo de
remocion (NRCC, 1983). De esta manera, los sedimentos son el reservorio
ambiental final para los HAPs (Payne et al.,, 1988) donde persisten y se
transforman muy lentamente. No obstante, los sedimentos pueden ser
resuspendidos parcialmente y después ser sujetos a procesos de transporte
(Lorsen et af., 1986). Los HAPs son removidos de los sedimentos principalmente

W
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por procesos de volatilizacién y actividad microbiana. El grado de remocidn varia
en funcién de varios factores tales como la temperatura, el tipo de sedimento y la
presencia de otros contaminantes (Wild et a/., 1991).

Estos contaminantes asociados al agua, sedimentos o material suspendido se
encuentran disponibles a plantas y animales acuaticos. Dependiendo de la
especie, los hidrocarburos de! medio se acumulan en sus tejidos liposos; aun si
los contaminantes se encuentran en bajas concentraciones (Metcalf y Carlton,
1990; Pefia et al., 1996).

2.3. Concentraciones de HAPs en los organismos acudticos

Los HAPs estdn presentes en los tejidos de los organismos como mezclas
complejas que son dificiles de caracterizar y medir (CEPA, 1994), debido a que se
encuentran en muy bajas concentraciones (ng/g) y, generalmente, se hailan
disponibles solamente pequefias cantidades de material (algunos gramos).

Los estudios sobre los niveles de concentracion de HAPs en los organismos
estuarinos 0 marinos son pocos en comparacion a los que se realizan en
sedimentos. Las concentraciones reportadas, en los diferentes sistemas costeros
mexicanos por diversos autores son altas del orden de ng/g (Botello et al., 1983,
1993, 1995; Alvérez et al., 1994; Gold et al., 1995). El interés por monitorear la
contaminaciéon ambiental se ha incrementado en las dos Ultimas décadas. Las
agencias gubernamentales e instituciones académicas han conducido numerosos
estudios para documentar estos contaminantes en varias especies acuaticas en
un esfuerzo por determinar la causa y efecto ligados a la presencia de estos
compuestos y la observacion de dafios en el sistema (Crouch et a/, 1997).

“z!re seflalar aue la mayoria de los estudios se han llevado a cab« en moluscos
cdabido a su condicion de organismos sedentarios vy filtradores, empleados como
oindicadores de procesos de contaminacion a nivel mundial (por ejemplo, en el
nragrama “Mussel Watch” auspiciado por la Agencia de Proteccion Ambiental, en
Filh v el RNO, Réseau National d'Observation en Francia).

Tamhién sa han realizado estudios en otros recursos bioldgicos, como son peces y
moluncns; el mplificando el fiujo de estos contaminantes a través ¢e los diversos
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eslabones de la cadena tréfica. En general, los contaminantes se acumulan
dependiendo de los diferentes factores que caractericen a cada uno de estos
eslabones (ej. sexo, talla, habitos alimenticios, ciclos reproductivos, bioquimica
etc.).

!

2.4. Metodologia analitica para la determinacién de HAPs

Para lievar a cabo los anadlisis, una muestra o una porcidn representativa de la
misma, se prepara por métodos tradicionales de disolucién, homogenizacién,
extraccion, filtracién, concentracién o evaporacion, separacién, derivatizacién
quimica, estandarizacién (interna o externa),etc. Usualmente tales
procedimientos son utilizados en combinacion, los cuales forman un protocolo de
preparacion de la muestra.

Cualquier error introducido en algin punto de esta cadena se transfiere y afade
errores en lo sucesivo. Durante la {ltima década se han desarrollado diversas
investigaciones con respecto a la extraccion, identificaciéon, cuantificacion,
evaluacion estadistica y presentacion de los resultados (Coimsjo, 1998),
incrementando el interés por buscar la simplificacion y mejorar los
procedimientos de preparacién de muestras (tales como eliminar la transferencia
y manipulacién de la muestra; reducir a escala tanto como sea practico, etc).

En ta Tabla 2 se muestran los métodos que actualmente se utilizan para la
determinacién de hidrocarburos en organismos marinos. La mayoria de los
métodos propuestos, de las dos Ultimas décadas, no contienen la suficiente
informacion del analisis (detalles de los blancos, porcentajes de recuperacion y
resultados de los andlisis por duplicado) que permita evaluar la precision vy
exactitud de los resultados. Los resultados son reportados en pesoc seco o
himedo, aun cuando los valores expresados en peso seco permiten una mejor
comparacion de los resultados de HAPs en tejidos de las diferentes especies de
organismos marinos.

La dificultad para comparar los diferentes estudios no consiste Unicamente en la
interpretacién de los resultados de HAPs en diferentes organismos marinos, sino
también reside en la cantidad y tipo de matriz empleada para la realizacién del



Tabla 2. Revision de la metodologia analitica propuesta para |la determinacién de hidrocarburos en organismos.

Método Muestras Procedimiento analitico Referencias
propuesto
Almacenamiento Secado Extraccion Purificacion Condiciones
| cromatograficas
Congelacidn 1 2 3 4 5 6 C.G.C. | Modo de
inyeccion
. N DIF {DCE| 8
Gz g : Botello, A.v., et al.,
SEY 1983
Fpaen srhn, Telhan o) Gonzalez, et al.,
P Fees {Sondy de 1992
Carnpeche)
Comarones
IOCARIBE, 1987 | Almejas (Laguna Pom, Alvarez-Legorreta,
Campeche)} et al., 1994
Ostiones (Laguna de
Términos, Campeche)
MacLeod et al.,|Ostiones (Golfo de EM Jackson et al., 1994
1985 México)
Peces (Jslas Canarias) Quintero, S. y Diaz,
N | IO C., 1994
Peces (sureste de Snedaker, S.C., et
i | Florida) - al., 1994
Mejitlon {Galicia, Hermida-Ameijeira
Espafia) et al.,, 1995
Risebrough et Peces (Golfo Arabigo) Al-Saad, H.T., 1996
al., 1983 _
Almejas (Louisiana, DeLeon et al., 1996
E.U.A.)
Camarones (Golfo de Fayad et al., 1996
Arabia)
Law et al., 1988 |Moluscos (Islas EM Pefia et al.. 1996
Canarias)
GERG, 1992 Almejas (Laguna Pom- Morales, 1998.
Atasta, Campeche}
Baumard et al.,| Mejillones {costa EM Baumard et al.,
1998

1997

mediterranea francesa

1 Secado por liofilizacién

2 secado con estufa de circulacion de aire
3 Extraccién por Soxhlet

4 Saponificacion

5 Cramatografia en columna

6 Extraccion en Fase Sdlida

7 Cromatografia de liguidos de alta resolucion
8 Modo de inyeccidn con division

{0

9 Medo de inyeccion sin division

C.G.C Cromatografia de gases capilar

DIF Detector de ionizacion de flama

DCE Detector de captura de electrones




Antecedentes

%

analisis, los diferentes pasos en la metodologia analitica para su determinacién
(extraccién, purificacion y separacién de HAPs), asi como el equipo y las técnicas
de identificacidon y cuantificacion.

En general, el pretratamiento antes del andlisis cromatografico es largo:
extraccién de HAPs, diversos pasos de purificacién debido a la complejidad de
estas matrices ambientales y pasos de preconcentracién (Baumard et al., 1997).
Todos estos pasos permiten la pérdida total o parcial de los analitos de interés,
por lo que es necesario validar el método que se emplears.

2.4.1 Extraccion

Los HAPs de muestras ambientales sélidas tales como particulas de aire, suelos,
sedimentos y tejidos bioldgicos son tradicionalmente extraidos por Soxhlet
{Tabla 2) utilizando una variedad de disolventes organicos incluyendo acetona,
benceno, tolueno, diclorometano, hexano, etc. Este tradicional método es
eficiente para muchas muestras; sin embargo, implica grandes volimenes de
disolvente, largo tiempo de analisis, asi como la incompleta recuperacién de HAPs
de alto peso molecular de materiales en los que son fuertemente absorbidos (ej.
carbdn o cenizas)(Peltonen y Kuljukka, 1995).

Ante la necesidad de tecnicas eficientes de extraccién, con alto rendimiento y
recuperacion, se han comparando diferentes métodos de extraccion para los HAPs
como: disolventes, ultrasonido, microondas, fluido supercritico y fase sélida.
Generalmente, este tipo de estudios se han realizado en muestras de suelos y
sedimentos fortificados (Griest y Caton, 1983; Dean et a/., 1995; Colmsjs, 1998).
Cada uno de estos métodos presenta ventajas y desventajas (Tabla 3), la
seleccion del uso de cualquiera de ellos depende generalmente de la necesidad y
disponibilidad de los equipos requeridos, asi como también de factores tales como
tiempo largo de proceso, eficiencia/costo y grado de complejidad en la operacién
de los mismos.

11
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Tabla 3. Ventajas y desventajas de los diferentes métodos de extraccion.

Baic consumo de disolvente

Puede ser utilizado también |

para pre-separar

utilizado para HAPs disuettos

Pérdida posible de HAPs por |,
absorcign :

Técnica de Ventajas Desventajas Costo
extraccion
Disolventes Bajo costo Extraccidn estatica Bajo
Tiempos largos
Grandes volumenes de
disolvente .
Produce grandes voldmenes
del extracto :
Soxhlet Extraccidn dindmica Tiempo de consumo Bajo
Alta produccidn Grandes volumenes de
Bajo costo de inversién disolvente
Produce grandes volimenes
del extracto
Uttrasonido Rapido Extraccion estatica Medio
Dificil de controlar
Produce grandes volidmenes
del extracto
Microondas Répido Extraccion estatica Medio-Aito
Consumo baijo de disolvente
Controlabie
Fluidos supercriticos Rapido Alto costo de inversién Alto
Bajo consumo de disolvente Problemas de eficiencia en la
Controlable recoleccién
puede ser automatizado para
la extraccidbn de muchas |-
muestras
Puede ser utilizado en linea,
por ejemplo con CG ‘
Fase sdlida Rapido Unicamente puede ser |! Bajo

2.4.2 Concentracion

El procedimiento de concentracion es un paso en el que se debe poner atencion,
y mucho mas cuando las pérdidas del analito de interés son considerables. En la
mayoria de los trabajos se reporta el uso de concentradores tipo Kuderna-Danish
y rotavapor. El uso del concentrador con columna Snyder se recomienda cuando
se requiere reducir el volumen de la muestra a 1mL (Junk et a/., 1974) vy, a
diferencia dei rotavapor, las pérdidas son menores. Junk y colaboradores también
investigaron la reduccién del volumen utilizando una corriente de nitrogeno u otro
gas inerte. Los resultados mostraron que este método implica serias pérdidas del
soluto, dado que el porcentaje de recuperacién del método de destilacion
(Kuderna-Danish) es 5 a 7% mayor que el método de evaporacién con corriente

de nitrdgeno.

12




Antecedentes

m

2.4.3 Purificacion

El procedimiento de purificacion de los extractos organicos debe realizarse
cuidadosamente, ya que es decisivo para la ejecucion del analisis (Fuoco y
Colombini, 1997). El principal objetivo de este procedimiento es eliminar o
reducir, tanto como sea posible, cualquier otro compuesto que pueda interferir
con la determinacion de los analitos. La purificacion y separacion de los HAPs se
realiza, en general, mediante cromatografia en columna (CC) (Tabla 2) con silica
gel, alimina vy florisil (los diferentes estudios difieren en las cantidades utilizadas
y el estado de activacién de cada una de ellas).

La cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC, siglas en inglés) también
ha sido explorada para la eliminacion de interferencias especificas en muestras de
agua (Petrick et al., 1988), sedimento (Jackson et al., 1994) y tejidos bioldgicos
(Baumard et al., 1997).

A mediados de los afios ochenta, la extraccién en fase sdlida (EFS) aparece como
una innovacion tecnoldgica y se presenta como una técnica alternativa en la
purificacion de muestras.

2.4.3.1 Extraccién en fase solida (EFS)

La extraccién en fase sodlida (EFS) es una técnica de extracciéon basada en la
separacion selectiva de uno 0 mas componente entre dos fases, una de las cuales
es un absorbente sélido. La segunda fase generalmente es un liguido, pero
también puede ser una emulsién, gas o un fluido supercritico. En la EFS los
analitos de interés tienen mayor afinidad hacia la fase sélida que por la matriz
(paso de retencion o adsorcién). Los compuestos retenidos en la fase sélida son
removidos en una etapa posterior por la elucion con un disolvente de mayor
afinidad para los analitos (paso de elucién o desorcion).

Los diferentes mecanismos de retencidn o elucidn se basan en las fuerzas
intermoleculares entre el analito, los sitios activos en la superficie del absorbente
y la fase liquida o matriz. Estos mecanismos son similares a los que operan en la
Cromatografia Liquida (CL).

El procedimiento experimental consiste de cinco pasos (Figura 2):
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1. Activacién del absorbente pasando a través de €l un disolvente apropiado que
condicione la superficie del sdlido.

5. Remocién del disolvente de activacién con un liquido similar en compaosicién a
ia matriz.

3. Aplicacién de la muestra: los anaiitos seran retenidos por el absorbente (paso
de adsorcion o retencién).

4. Remocién de los compuestos interferentes retenidos en el paso 3 con un
disolvente el cuat no remueva los analitos (paso de lavado).

5. Elucién de analitos del adsorbente con un disoivente adecuado (paso de
elucidn) y coleccién de los mismos para su posterior analisis.

i 8%

n Anslices Ao 0idaE
Constkuvencss de |3 macrz no deseadas
ORies COMDONENDes N O8sasdos

Acandicionamients Retencidn Lavado Elucidn

Figura 2. Procedimiento experimental en la extraccion en fase sélida.

La separacién efectiva dependerd de la eleccién apropiada del absorbente y
disolventes eluyentes. Una serie de disolventes o mezclas de los mismos (series
eluotrdpicas) se utilizan para desorber selectivamente cada uno de los grupos de
compuestos en una secuencia apropiada. La fuerza de elucién es relativa vy
dependera de la naturaleza de la fase sélida que se esté utilizando.

i a variedad de absorbentes (fases sdlidas), que se emplean son similares a
aqueilas utilizadas en HPLC, cada una ofrece una selectividad diferente. De
acuerdo al cardcter quimico del grupo funcional unido a la silica o al copolimero,
ias fases resultantes son clasificadas como no polares, polares o intercambio
idnico. La seleccién del mecanismo del absorbente se basa principalmente en los
grupos funcionales presentes en el analito y la composicién de la matriz. En la
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actualidad, se dispone comercialmente de diferentes fases, entre las que se
encuentran las que se enlistan en |a tabla 4.

La EFS es una técnica que debido a sus ventajas sobre otras técnicas de
preparacién ha sido utilizada para el anilisis de numerosos compuestos en una
variedad de matrices. Actualmente, la EFS ha sido acoplada en linea con sistemas
HPLC con diversos detectores (UV-visible, fluorescencia, electroquimicos, arreglo
de diodos), con espectrometros de masas y sistemas de Cromatografia de Gases
Capilar (CGC).

Tabla 4. Absorbentes utilizados en la EFS.

NH; - Aminopropil

Heterodtomos (S, O,

" Separaciones

Polaridad Ejeniblos de Gruﬁo funcional del Aplicaciones
absorbentes analito

No polar - Cyg - octadecil ~Grupos hidrofobicos: : Drogas y sus

(Fase reversa) i Cg - octil - Anillos aromdticos metabolitos
G - etil Cadenas alquilo . Peptidos
. CH - ciclohexil ‘ _Pesticidas

Potar ' Cianopropil - Grupos hidrofébicos: Vitamina D

“(Fase normal) - 20H - Diol . Hidroxilos Metabolitos

' Si - Silica - Aminas Lipidos

de

; Cuaternaria
!PSA - Amina Primaria

i /Secundaria | Fosfatos

‘NH; - Aminopropilo |: .
' {(débil) : "
. DEA i

: Dietilaminopropilc |

{ (débil) L |

“ Acidos carboxilico
- .
' Acidos sulfonico

N) " aditivos de aceite
: Carbohidratos
Fenoles
Intercambio catidnico | SCX - |: Cationes: ' Catecolaminas
: Bencenosulfonico : Aminas Herbicidas
' PRS acido (fuerte) - | Pirimidinas Farmacos
 Propilsulfénico ‘
"CBA acido (fuerte) - |:
. Acido carboxtlico |
| (débil) 5
Intercambio anidnico i SAX - Amina |, Aniones: ‘ Acidos organicos

- Vitaminas
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2.4.4 Andlisis instrumental

La eleccién de la técnica instrumental depende de diversos factores, tales como
las caracteristicas fisico-quimicas de los analitos, el limite de detecsidn requerido,
el nivel y el tipo de interferencia, la resolucion gue se necesita, la precision y la
exactitud de los instrumentos disponibles, el tiempo de analisis y el costo. Los
analisis se realizan por medio de cromatografia de gases capilar (CGC) con
detector de ionizacion de llama (Tabla 2). El gas acarreador empleado en cada
uno de los diferentes estudios varia. Asi mismo, las condiciones cromatograficas
del horno, del inyector, del detector y el modo de inyeccion.

La cromatografia de gases capilar acoplada a espectrometria de masas (CGC-EM)
se presenta como una técnica eficiente que debe ser utilizada cuando sea posible
para el andlisis de compuestos organicos. La excelente resolucion de la CGC,
combinada con la sensibilidad e identificacién de la EM, hacen posible determinar
un analito en concentraciones trazas y ultratrazas en el extracto organico final
(Vicenti, 1997).

En la actualidad, existen diversos métodos instrumentales para el analisis de los
HAPs, dependiendo de la matriz en la que se encuentren contenidos. Muchos
autores utilizan la separacion de compuestos por cromatografia de gases capilar
(CGC) con detector de ionizacion de llama (DIF), la cual provee un cromatograma
general de los diversos HAPs, que pueden ser identificados y cuantificados.
También se ha empleado la espectrofotometria infrarroja para el analisis de
hidrocarburos alifaticos en matrices (Crompton, 1985) y de compuestos que
contengan oxigeno proveniente del intemperismo quimico y biologico de los
componentes del petréleo (Hilmer y Bate, 1987). Algunos compuestos
encontrados en el petréleoc y sus productos de combustion exhiben un espectro
UV-fluorescente caracteristico, propiedad que ha sido utilizada de ~7rias maneras
para analizar tales componentes (notablemente HAP, tiofenos y sus derivados
alquilados y productos degradados)(Smith y Maher, 1984; Crompton, 1985). El
espectrofotémetro UV-fluorescente es de utilidad en los analisis cuantitativos,
aunaue ia amplitud del espectro muestra una resolucion limitada de los
componentes. La cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) con detector
fiuorescencia es ampliamente usado para el analisis de HAPs y sus derivados en
muesiras de a5ua.

10
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2.4.5 Identificacion y cuantificacion

Debido a la complejidad de las matrices, los procedimientos cromatograficos
deben ser evaluados y optimizados utilizando soluciones estandar, y material de
referencia certificada; el cual se utiliza para el control de la calidad analitica Y
cuantificacion del analito. El tiempo de retencién y el factor de respuesta para
cada analito deben ser calculados utilizando uno 0 mas estadndares internos y la
fortificacion de las muestras reales para observar su respuesta. De la revisién
realizada se encontré que la cuantificacion de HAPs se realiza generalmente con
un solo estandar (Alvarez et al., 1994; Gold et al., 1995) o bhien cada HAP es
identificado con su respectivo estindar (Pefia et al., 1996, Morales, 1998). Por io
general, la estimacién de las concentraciones de HAPs suele ser o sobreestimada
0 subestimada. Baumard y colaboradores (1997) realizaron un exhaustivo estudio
en la eleccion de estandares internos que deben emplearse en este tipo de
estudios.

17
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Proponer y evaluar la extraccion en fase sélida como procedimiento alternativo de
purificacion en la metodologia analitica para la determinacion de hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAPs) en organismos marinos.

3.2 Objetivos particulares

» Determinar las condiciones optimas para el andlisis de HAPs en matrices
fortificadas (tejidos de organismos marinos) utilizando la extraccion en fase
sélida, la cromatografia de gases capilar (CGC) y el sistema acoplado
cromatografia de gases - espectroscopia de masas (CGC/EM).

» Comparar la metodologia analitica en la que se utiliza cromatografia en
columna y CGC con la metodologia propuesta, en términos de su exactitud,
precision y recuperacion.

» Determinar las concentraciones de HAPs en muestras de organismos
marinos (pescado, camardn y ostion) de zonas contaminadas con la
metodologia propuesta. '
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4. METODOLOGIA

4.1 Introduccién

En la metodologia analitica para la determinacidn de hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAPs) se han desarrollado diversas investigaciones con respecto a la
extraccion, identificacién y cuantificacién de estos compuestos (Comsj, 1998:
Poster et al., 1998). Las matrices que se someten a estos andlisis generalmente
son: agua de mar, lluvia, sedimentos, suelos, particulas atmosféricas, tabaco,
entre otras. Poco se ha realizado en matrices correspondientes a tejidos de
organismos marinos (tales como peces, moluscos, crustaceos, etc),
probablemente debido a que estas muestras contienen una gran cantidad de
lipidos los cuales, debido a su gran afinidad con los HAPs, interfieren en los
analisis (Christie, 1987; MacLeod et al., 1988; Chu et al., 1997). Generando la
subestimacién o sobreestimacion de estos compuestos (Hellou, 1996; Crouch y
Baker, 1997). Por ello, resulta importante proponer procedimientos de
purificacion  alternativos al tradicional (cromatografia en columna), que
contribuyan a la determinacion real de los niveles de contaminacion en dichos
organismaos,

4.2 Conservacion vy almacenamienio de la muestra

Una vez recolectados los organismos marinos se lavaron con agua dulce y
envolvieron en papel aluminio, debidamente etiquetados y congelados a -4°C
(GERG, 1992). Las muestras se transportaron congetadas al laboratorio
y se almacenaron en la oscuridad a -4°C hasta la realizacion de los analisis.

4.3 Limpieza del material

Todo el material de cristaleria se lavd con detergente libre de fosfatos (Extran),
se enjuago con agua destilada, y se secd en la estufa a 100°C. Esto Ultimo puede
ser sustituido por enjuagues de acetona seguido por cloruro de metileno (Futoma
et al., 1981; GERG, 1992). Despues de secar y dejar enfriar el material, éste se
tap6 con papel aluminio y guardé en una gabeta limpia para prevenir su
contaminacién.
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4.3.1 Material

Vasos de precipitado (100, 250 y 500mL)

Pipetas graduadas (1, 2 y 3mL)

Pipetas Pasteur de vidrio (1 mL)

Buretas (10, 50 y 100mL)}

Frascos de vidrio con tapdn de rosca (150mL)

Viales de vidrio con tapon de rosca (=20mL)

Matraces volumeétricos (10 y 100mL)

Embudos de separacion (250mL}

Mortero y pistilo de porcelana

Equipo Soxhlet (matraz de 100mL, extractor y condensador)
Concentrador tipo Kuderna-Danish (tubo concentrador graduado, matraz de
250mL y columna Snyder con 3 bolas)

Columna cromatografica de vidrio (300 x 10mm d.i) con llave de teflon
Balanza analitica (sensibilidad de 0.01mg) Mettler H54AR
Bafio Maria Blchi B-480

Rotavapor Blichi R-114

Jeringas (10, 100 y 500uL)

Liofilizadora LabConco 5

Frascos de vidrio (1L)

Papel aluminio

Cartuchos de papel filtro (7 x 8 cm)

4.4 Solucionesy reactivos

Agua destilada.

Hexano 99% (GC, grado cromatografico) de Sigma Chemical Co. St. Louis, EUA;
Pentano (RA, reactivo analitico) de Merck, Darmstadt, Alemania; Metanol (RA),
Tolueno (RA), Cloruro de metileno (RA) de Mallinckrodt, 1.t. Baker, México;
Benceno (RA) de E. Merck, México.

Fibra de vidrio silanizada de Alltech.

Solucion de hidroxido de potasio (KOH) al 20% (v/w) en metanol.

L T ———————————

20



Metodologia

— . R R

Sulfato de sodio granular (Na;S0.) anhidrido de Mallinckrodt, 1.T. Baker, México.
Secar a 350°C por 6 horas.

Oxido de aluminio 90 (Al.Os) (GC) (tamafio de particula de 0.063 - 0.200mm).
Secar a 350°C por 6 horas y antes de ser utilizada desactivarla parcialmente con
el 1% de agua destilada (v/w).

Silica gel 60 (SiO;-xH,0) (GC) (tamafio de particula 0.063 - 0200mm). Secar a
150°C por toda la noche (=14 horas) y antes de ser utilizada desactivarla

parcialmente con el 3% de agua destilada (v/w).

Cobre granular (GA). Se activa por calentamiento con HCl concentrado vy
enjuagar 3 veces con agua destilada y cloruro de metileno.

Cartuchos EFS LC-NH; Supelclean (500mg/3mL) de Supelco, Park, Bellefonte,
EUA.

Cartuchos EFS Silica-gel Spe-ed (500mg/3mL) de Applied Separations, Leningh
Valley, EUA.

Solucidén estadndar 1. Solucidén estdndar de una mezcla de 3 hidrocarburos
aromaticos policiclicos. Se disolvieron 0.00308g de Fenantreno (PA), 0.00221g de
Pireno (P) y 0.00199g de Criseno (CH) en hexano {HPLC). Se colocd en el
ultrasonido para lograr su completa dissolucion. Se aforo a 10mL con hexano
(GC). Los cristales de los HAPs utilizados no eran 100% quimicamente puros (PA:
99%, P: 98.5% y CH: 98% de Chem. Service Co., Wester Chester, EUA).

Solucion estandar 2. Solucién estdndar de una mezcla de hidrocarburos
aromaticos policiclicos (16 HAPs, 2000mg/L en cloruro de metileno-benceno
[50:50]) de Chem. Service Co., Western Chester, EUA. Las abreviaturas
utilizadas para los HAPs son: Naftaleno (NA), Acenaftileno(Ay), Acenafteno (AE),
Fluoreno (F), Fenantreno (PA), Antraceno (A), Fluoranteno (Fl), Pireno (P),
Benzo(a)antraceno  (BaA), Criseno (CH), Benzo(b)fluoranteno (BbF),
Benzo(k)fluoranteno (BkF), Benzo(a)pireno (BaP), Indeno[1,2,3-cd]pireno (IP),
Dibenzo(a,h)antraceno (DA) y Benzo(ghi)perileno (BP).
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Solucion estandar 3. Se disolvieron 0.25ul de la solucidn estandar 2 en 2mL de
tolueno.

4.5 Material bioldgico
En la tabla 5 se muestran los detalles de las muestras analizadas.

Tabla 5. Descripcién del material biologico.

Organismo No. de Lugar de adquisicidn Descripcion
individuos |
Pescado 1 Supermercado Adquirido como filete.
Peso himedo
65.9982g
Camaron 8 Supermercado Peso humedo
' (sin exoesqueleta)
79.7g
Ostién J 25 | Supermercado | Peso htimedo 111.97q |
Pescado Boca del Rio Long.total 37¢m
Fam. Mucrouridae 1 Coatzacoalcos, Peso humedo 178.99
' Veracruz (66.3g de musculg)
Camaroén Laguna de Términos, | Peso hdmedo total
{Penaeus duorarum) 21 Campeche 130.5g (sin
exosqueleto)

4.6 Condiciones cromatograficas

Cromatégrafo de gases capilar Hewlett-Packard modelo 5890 serie I1I Plus
equipado con un sistema de inyeccion en columna, control etectrénico de presién
y detector de ionizacidén de flama. Los analisis se llevaron a cabo en una columna
capilar de silica fundida PTE™-5 (30m x 0.25mm d.i. x 0.25um de grosor de
pelicula). La temperatura del detector fue de 320°C y la del inyector se programo
para que estuviera a 3°C arriba de la temperatura del horno. La temperatura del
horno se programo para que iniciara a 60°C (1min) incrementandose a 20°C/min
hasta alcanzar 250°C, después a 320°C a una veiocidad de 5°C/min y se
mantuvd asi por 10 minutos. Se utilizé hidrégeno como gas acarreador a un flujo
constante (2mlL/min).

Para el analisis por cromatografia de gases capilar-espectroscopia de masas
(CGC/EM) se utilizé un cromatdgrafo de gases (Hewlett-Packard modelo 5890
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serie IT Plus) equipado con un sistema de inyeccién split/splitless (tiempo de
splitless: 2min). La temperatura del inyector se mantuve a 250°C. El programa
de temperatura fue: 60°C (1min) a 15°C/min hasta 300°C (20min). El gas
acarreador fue helio. La columna capilar utilizada fue IW & Scientific DB5 {(30m x
0.25mm d.i. x 0.25um de grosor de pelicula). El CGC se acoplé a un detector de
masas selectivo (DMS){Hewlett-Packard modelo 5971). La temperatura de la
linea de transferencia fue 280°C. Los analisis se realizaron por ionizacion por
impacte electrénico (70eV). Se utilizé el modo de barrido total del espectro
(SCAN) y modo selectivo de iones (SIM, siglas en inglés). En los analisis por
SCAN la sefial fue registrada de 50 a 550 m/z a 1.5scan.s™l. Cuando se utilizaba
el modo SIM las sefales que se adquirieron fueron el ion molecular y 2 iones
secundarios de cada compuesto (2.8 ciclos.s™).

4.7 Procedimiento

4.7.1 Preparacion de la muestra

En la figura 3 se muestra el esquema analitico propuesto para la preparacion de
la muestra y se describen los detalles de cada uno de los pasos a seguir.
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1 g de tejido liofilizado

Fortificacion

Digestion por reflujo constante
con KOH en metanol
(20%)

Extraccion liguido/liquido

Secar con Na.SO.

Evaporacion a seguedad

Purificacidn

Cromatografia en columna Extraccion en Fase Sélida

Figura 3. Preparacidn de la muestra.

4.7.1.1 Liofilizacion
La muestra se descongelé y lavé con abundante agua destilada. Se eliminaron,
dependiendo de la muestra, escamas, piel, exosqueleto, valvas, etc. Se cortd
finamente, pesé y colocod en el vaso de la liofilizadora. Se congeld con hielo seco.
Se liofiliza de 24 a 48 horas, dependiendo de la matriz. Una vez que se liofilizo se
volvié a pesar para obtener el porcentaje de humedad. Después se homogenizd
con la ayuda de un mortero y pistilo hasta lograr un polvo muy fino. Se peso 1g
de! tejido liofilizado y se colocé en un cartucho de papel filtro, para su extraccién.
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4.7.1.2 Fortificacién

Se adicionaron 25ul de la solucion estandar 2 (ver inciso 4.4} a un gramo de tejido
de pescado liofilizado, antes de realizar la extraccién. El vial que contenia la
solucion estandar se almacend en el refrigerador (T = -4°C) y el volumen del vial
se determiné antes y después de tomar la alicuota correspondiente (revisando
cualquier alteracion de la solucién por evaporacién).

4.7.1.3 Saponificacién v extraccion liguido/iquido

Se realizd la saponificacion' de la muestra por 4 horas a 60°C bajo reflujo con
una solucién metandlica de KOH al 20% (w/v) en un equipo Soxhlet. Después de
enfriarse, la digestidn se decanté a un embudo de separacion, se agregd 1mL de
agua destilada y se agitd vigorosamente. Se adicionaron 25mL de hexano, se
agité el embudo y cuando las fases se separaron se recolecto la fase de hexano
en un frasco de vidrioc ambar. La extraccion liquido/liquido se realizé 3 veces y
todas las fases de hexano se recolectaron en el mismo frasco. El extracto de
hexano se secd con Na,SO, granular y fibra de vidrio silanizada. Se transfirié a un
matraz de bola, y este se colocd en el rotavapor. Se lavé el frasco que contenia el
extracto con 2mL de hexano y se trasfirid al matraz de bola. Se evapord a
sequedad. En seguida, se disolvido con 2mL de hexano grado cromatografico. La
purificacion del extracto se llevé a cabo por cromatograffa en columna vy
extracciéon en fase sdlida (EFS).

4.7.2 Purificacion por ecromatografia en columna

Las muestras bioldgicas contienen generalmente cantidades a nivel de traza de
HAPs, ademas de compuestos que pueden interferir; como los lipidos, siendo
éstos los de mayor importancia, es por ello que los procedimientos de

! |os ésteres son muy frecuentes en la naturaleza. Las grasas animales y los aceites vegetales son un ejemplo
de mezclas de ésteres. Cuando se hierven con hidroxido sddico, se lleva a cabo una saponificacion. En la cual,
se descompone la molécula de ios esteres (grasas) en un polialcohol y una sal de acido estearica (estearato
sodico, NaOOCC,;Hss v jabdn). La ecuacion general de la saponificacion se describe de la siguiente manera:

RCOOR' + O — > RCOO™ + R'OH
Ester anion del ac, alcohol

El jabdn es notable porque origina aniones constituidos esencialmente por un hidrocarburo modificado en un
extremo por el grupo negativamente cargado -COO™ Al adicionar agua no se disuelven los aniones, porque los
hidrocarburos son insolubles en los disolventes polares. Se forman micelas. Las cargas negativas superficiales
de las micelas se disuelven en agua, mientras que las cadenas interiores de los hidrocarburos se disuelven unas
en otras.

e
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concentracion y purificacion son usualmente necesarios antes del andlisis
cromatografico.

La purificacion del extracto se llevd acabo en una columna de vidrio. La columna
se empacd de la siguiente manera: se colocd un tapdn de fibra de vidrio
silanizado en el fondo de la columna. Se adicionaron SiO,-xH,0 y AlL,O; en una
proporcion 1:4 (v/v). Para empacar adecuadamente la columna se realizé una
suspensidon (slurry) con hexano. Se permitié gue el SiO,-xH,O y la AlLO; se
asentaran. Después se adicionaron 1g de Na,S0,° anhidrido y 1g cobre activado.
La columna se lavo eluyendo con 30mL de hexano, el cual se desechd.

El extracto se colocé en la columna. Se enjuagd el vial que contenia la muestra
con 2mL de hexano y se vertié inmediatamente en la columna. Después se eluyd
la fraccién alifatica con 100mL de hexano y la fraccidon aromatica se eluyd con
100mL de benceno, a una velocidad de flujo de aproximadamente 2mL/min.

Cada fraccion se colectdé separadamente y se evapord con rotavapor
cuidadosamente a sequedad. El residuo se redisolvié con 2mL de hexano, y 1ul

de cada fraccion se inyecté en el cromatégrafo (Figura 4).

? Se utiliza generalmente para remover pequefias cantidades de agua en el extracto de la muestra, por lo
general se colocan 3cm de sulfato de sodio anhidrido para asegurarse de que el eluato en la columna este seco,
evitando con ello interferencias en el proceso de separacién de los compuestos.
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[
| Empacar ia columna
L

|
| Lavarla columna
| (hexano)

N __i e

Colocar el extractn
i gn la columna 4

Eluciéon
1
Fraccion alifatica Fraccidn aromatica
(100 mL hexano) i (10C mL benceng)
Evaporar a sequedad L Evannrar a sequedad J

! ’ T

. o ) 1
Redisolver en hexano ¢ Rediseiver en hexaro
|

Analisis por CGC { A ilisis por CGC

Figura 4. Esquema del procedimizrto de purfizcidén por cromiaiografia en columna.

4.7.3 Purificacidon por extracciin en fase s6lida

Para realizar la purificacion des las muesiras por EFS se propuso emplear
cartuchos de aminopropil (LC-NH;) y silica ge! (LC-Silica), éstos se eligieron por
los siguientes argumentos:

La fase sélida de aminopropi’® permite la separacién de HAPs basandose en el
numero de anillos condensados por la adicién de grupos alquilo a los anillos

3 £5 una fase estacionaria altamenie polar con un erace quiriico sminopropiisilanc a particutas de silica. La
superficie basica de este absorbente lo nhace (ti par2 a senar2cion Co comzuestos polares, Con los absorbentes
clasicos, la adiclén de grupos aiquilos & un anillo aromatico generalmente incrementa la retencién del
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aromaticos. En la fase normal con NH; la retencion de los analitos se basa
principalmente en la interaccién entre los electrones =« de los HAPs y el grupo
polar amino de la fase estacionaria. La adiciéon de los sustituyentes a los anillos
aromaticos afecta al sistema de electrones n ligeramente, la sustitucién alquilo
también afecta la retencion en el absorbente (Wise ef ai., 1977).

Se ha reportado que la fase solida de silica gel’ permite la remocion de esteroles
y la recolecta libre de una fraccién aromatica libre de hidrocarburos alifaticos
(Baumard, et al, 1997). Esta fase absorbe cornpuestos alifaticos, aromaticos o
moléculas amino secundarias, terciarias, cetonas y eteres generalmente, por
enlaces de hidrégeno, donde el soluto funciona como un donador de electrones.
La silica se prefiere sobre la alumina parz la saparacidn de mezcias de HAPs por
sus coeficientes de adsorcion gue cubren un amplio intervalo (Futoma et al.,
1981).

4.7.3.1 Acondicionamiento de los cartuchos de EFS y elucién de los analitos

Ambos cartuchos se acondicionaron antes de ser utilizados, esto se realiza para
solvatar las moléculas del absoroente y de esta forma hay mejor interaccién con
los analitos que se requiere retener {Berrueta et al., 1995). Para acondicionarlos

compuesto. En contraste, cuando se utiliza el absorbente NH. la presencia de un grupo alquilo en el HAP tiene
un efecto ligero en la retencion. El uso de este material elimina unc de las mayores dif‘cultades encontradas con
los absorbentes clasicos, ej. la retencién no es reproducible debido a pequefios cambios en el contenido de
humedad del eluyente.

4En la silica se presentan grupos hidroxilos dcidicos en @ superficie, la slica se ciasifica como un absorbente de
segundo tipo por tener enlaces de hidrégens con moléculas con densidades de electrones concentradas en su
periferia {incluye moléculas con electrones p y pares ce ciectrones solos taies como vdrocarburos no saturados,
aminas terciarias, cetonas y éteres) y sustancias que posean enlaces vecinos 'nidos con carga positiva
concentrada en la periferia del otro (alcoholes primarios y aminas secundanas).

——ISic:H JCH, OH R

De acuerdo con el contenido variante de agua de |a silica {entre 2 y 10% w/w), su formula universal se escribe
como (SiO;)a.H:0. El agua puede ser removida por ei tratamiento térmice @ 100 - 206°C bajo vacio, permitiendo
un incremento en la actividad superficial. Las elevadas temperaturas causan una dgeshidroxilacién de grupos
hidroxilos en los grupos de siloxang, siendc este Gltina incapaz de inlerzcciones especificas mds fuertes. La
concentracién de los grupos hidroxil en la superficie vy dentre czi vourmen de las particulas depende de la
naturaleza y 1a estructura cristalina de la silica y su pretratamientu,

- OH . . | _-oH
- — i O =
] 0y —— 2 - o .
S|i< >Si < o /Si‘f:—'o’x o 0
no” o o— sit o D 5 e ) —— 51— OH
o

28



e = R e = s e e e e b e e w e e e

Metodologia

_—_-_—-——“'———-———_.___—__h___—__—___

se utilizaron sucesivamente 2mL de hexano, 2mL de cloruro de metileno y 2mL
de hexano. Se recolectaron en un vial dichos disolventes y se desecharon. El
extracto (=500pul) se colocd cuidadosamente con una jeringa en el cartucho. El
flujo utilizado durante el acondicionamiento y la elucién fue de aproximadamente
0.2mL/min. Se eluyeron 2 fracciones; la primera fraccion se eluyd con 2mL de
pentano (fraccién alifdtica) y la segunda fraccién con 3mL de tolueno {fraccion
aromatica). Cada fraccion se recolectd por separado. El volumen final de cada
fraccion se aforé a 2mL y se inyecté 1ul de cada fraccion en el cromatoégrafo. El
esquema de este procedimiento se muestra en la figura 5.

Cartuchos
{ LC-NHz & LC-silica )

Acondicionar el cartucho

Colocar el extracto
en el cartucho

Elucidn
Fraccién alifatica Fraccién aromatica
( 2mL pentano ) {3mL tolueno)
Ajustar a 2mL Ajustar a 2mL
Analisis por CGC Analisis por CGC

Figura 5. Esquema del procedimiento de purificacién por extraccién en fase solida.
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4.8 Identificacion y cuantificacion de HAPs

Cada muestra se prepard 3 veces y cada fraccion obtenida se inyecté 3 veces en
el cromatografo. Se realizd el andlisis de una muestra sin fortificar para reconocer
los analitos presentes en la muestra (blanco de matriz). Asi como también se
analizé un blanco de reactivos para verificar posibles fuentes de contaminacion e
interferencia. >

La identificaciéon de los HAPs se realizdé comparando su tiempo de retencidn
contra un estandar externo. Los HAPs fueron cuantificados por el factor de
respuesta de los diferentes compuestos, los cuales fueron calculados inyectando
la soluciéon estadndar 3 (la solucidén contenia la misma concentracién que la
utilizada para la fortificacion del tejido de pescado).

Para confirmar la presencia de los HAPs se inyectaron las muestras en el sistema
de CGC/EM en modo SCAN y SIM. Para calcular la precisidn y exactitud se
prepararon 3 extractos independientes inyectando 3 veces cada uno de las
fracciones obtenidas. Los resultados se presentan como el promedio + desviacion
estandar en pg/g (peso seco).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Los dos pasos mas criticos en el andlisis de HAPs en muestras biolégicas son: la
extraccion de los HAPs y la purificacién del extracto. Los métodos de digestion y
extraccion liquido / liquido después de la saponificacidon han sido utilizados
principalmente para la determinacidon de HAPs en matrices tales como las
muestras de tejido biologico. Debido a la complejidad de estas matrices en
ocasiones se requieren varios pasos de purificacion y preconcentracion, los cuales

podrian ocasionar la pérdida parcial o total de los analitos de interés(Baumard et
al., 1997).

Es por ello, se propone un procedimiento alternativo de purificacién, Extraccidén
en Fase Solida (EFS), y se compara con el método tradicional por cromatografia
en columna.

5.1 Procedimiento de purificacién por cromatografia en columna.

Para la eleccion de la metodologia analitica se comenzé con la revisién
bibliografica de los diferentes métodos que actualmente se emplean en la
determinacion de estos compuestos en organismos marinos (Tabla 2). En la
actualidad, en México se utilizan 2 métodos: IOCARIBE (1987) y el propuesto por
GERG (1992). El primero consiste en saponificar la matriz sequido por una
extraccién liquido / liquido y la remocién de interferencias se realiza por
cromatografia en columna (ver inciso 4.7.2). El método descrito por GERG (1992)
consiste en la extraccién de la matriz en equipo Soxhlet con cloruro de metileno
seguido de la purificacion por cromatografia en columna. A diferencia con el
método anterior, en este no se lleva a cabo la saponificacién y con lo que
respecta a la purificacion de la muestra las fracciones alifiatica y aromatica se
recolectan juntas. El tiempo estimado de ambos protocolos varia de 13 a 15
horas. Se probaron ambos métodos, obteniendo resultados insatisfactorios.

Los diferentes pasos de la metodologia analitica para la determinacién de HAPs
como: extraccion, saponificacion, concentracién y purificacién por cromatografia
en columna que se utilizaron en el presente estudio fueron los reportados por
IOCARIBE (1987) y no se realizo modificacién alguna.
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5.2 Procedimiento de purificacion por Extraccion en Fase Sélida (EFS).

Se eligi6 el método de extraccion y saponificacion para tejidos biologicos
propuesto por IOCARIBE (1987), con el propésito de realizar este paso igual que
para la purificaciéon por cromatografia en columna. Posteriormente, se procedio a
desarrollar y optimizar el procedimiento de purificacién por EFS utilizdndose
cartuchos comerciales de aminopropil (LC-NH;) y silica gel (LC-Silica).

Considerando la informacion reportada para sedimentos marinos en el uso y
acondicionamiento de los cartuchos por Macias (1996), se procedio a realizar la
purificacién bajo esas condiciones, no obteniendo resultados satisfactorios. Es
decir, se reportaban resultados utilizando cartuchos comerciales de silica gel
(material empacado 0.5g) y se eluian tres fracciones: la primera de ellas con
pentano donde se esperaba la mayoria de los alcanos, una segunda ia cual era
eluida con una mezcla de pentano:totueno (70:30) en donde se recuperarian
alcanos y la mezcla compleja no resuelta (UCM, siglas en inglés) y una tercera
fraccion, la cual contuviera la mayoria de los HAPs. No se observd una separacion
selectiva de los diferentes compuestos al seguir {a metodologia propuesta y no se
obtuvieron fracciones puras, libres de interferencias. Ademas por el volumen
utilizado en la elucién, éste debia ser concentrado.

Después de una exhaustiva revision bibliografica para la determinaciéon de HAPs
en diferentes matrices se observd que los disolventes mas utilizados, para eluir
las diferentes fracciones durante la purificacion por cromatografia en columna,
eran pentano y hexano para eluir la fraccion alifatica, y benceno, tolueno y
cloruro de metileno para eluir la fraccién aromadtica. La proporcion de los
disolventes utilizados variaba de acuerdo al procedimiento analitico que se seguia
en cada uno de los diferentes estudios. Por lo que se propusieron diferentes
disolventes para la elucidn, los cuales se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Disclventes para la EFS (LC-NH; y LC-Silica).

Propuesta Disolvente Disolvente
(fraccion alifatica) (fraccion aromatica)
1 | CeH1q | CeHe |
2 | CeHi4 | CeHis: CH,CL (7:3) |
3 | CsHio | CgHs-CHj5 |
4 | CsHyo | CsHis :CHYCl, (7:3) |
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Para la realizacidén de este procedimiento se utilizaron 400uL de la solucién

estandar 1 (ver inciso 4.4) en cada una de las pruebas que se ilevaron a cabo. Los
HAPs fueron disueltos con hexano grado HPLC.

Para comprobar la pérdida del estandar mientras se colocaba éste en el cartucho
se recolectd dicha fraccion y se inyecté en el cromatédgrafo (ver inciso 4.6). En
ninguno de los casos hubo pérdida del estandar en este paso. Después se
eluyeron con 2mL del disolvente en estudio para obtener la fraccion alifatica.
Posteriormente, se procedié a eluir la fraccidon aromatica con 2 mL del disolvente
de prueba y, para comprobar la completa elucién de esta fraccion, se eluyd imL
mas del mismo disolvente. Al inyectar este ultimo mililitro en el cromatdgrafo se
observd que se seguian eluyendo los analitos en estudio. Cada propuesta se
realizé dos veces. En la segunda ocasion, se disminuyd la velocidad de flujo, se
eluyé la fraccién alifatica con 2mL, la fraccion aromética con 3mL, y se adiciond
imL mas del mismo disolvente propuesto a la fraccion aromatica para comprobar
la totalidad de fa elucién de los analitos. Cada una de las fracciones se inyecto en
el cromatégrafo. Se observd que era suficiente eluir la fraccion aromatica con
3mL del disolvente en estudio. También se advirtié que era importante disminuir
el flujo de elucién a =0.2mL/min y de esta manera los compuestos aromaticos
serian recolectados en la fraccién correspondiente. Analizando los resultados se
decidié utilizar 2mL de pentano para eluir la fraccion alifatica y 3mL de tolueno
para eluir la fraccion aromatica. Se prefirié utilizar pentano sobre el hexano
debido a que cuando se utilizaba este Ultimo algunos HAPs eran eluidos, a pesar
de que ambos disolventes tienen polaridades similares y el pentano es mas
volatil.

El volumen de inyeccién en todos los casos fue de 1.0uL. Durante la eleccién y
optimizacion de los disolventes a utilizar, las condiciones cromatograficas con las
cuales se comenzé fueron: 60°C (1 min) a 20°C/min hasta 320°C (20 min). La
temperatura del inyector se mantuvo 3°C arriba de la temperatura del horno. La
temperatura del detector fue de 320°C.
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5.3 Optimizacion de las condiciones cromatogrdficas.

Después de la optimizacién del eluyente y del volumen de elucién a emplear (ver
inciso 5.2). Se procedié a mejorar la resolucidén entre el Benzo(a)antraceno con el
Criseno, el Benzo(b)fluoranteno con el Benzo{k)fluoranteno y el Indeno(1,2,3-cd)
pireno con el Dibenzo(a,h)antraceno. Proponiéndose los siguientes programas de
temperatura (Tabla 7).

Tabla 7. Programas de temperatura propuestos.

Programa | Temp. | Tiempo | Velocidad | Temp. | Velocidad | Temp.final 2 Tiempo
Inicial (min) (°C/min) | Final 1| (°C/min) (°C/min) {min}
(°C) (°C)

1 60 | 1 | 20 | 320 - | | 20 |

2 l 60 | 1 | 15 | 320 | - | | 20 |

3 | 60 | 1 | 10 | 320 | - | | 20 |

4 | 60 | 1 | 20 | 250 | 8 | 320 | 10 |

5 | 60 | 1 | 20 | 250 | 5 | 320 | 10 |

Después de probar cada uno de estos programas se eligié el programa 5 ya que
mejoro la resolucion de los HAPs, inyectdndose seis veces la solucién estandar 2
(25ug/mL). Con las areas obtenidas se calculo el factor de respuesta, el cual se
utilizé para determinar la repetibilidad de inyeccién, obteniéndose un coeficiente
de variacion de 0.05. Los factores de respuesta se utilizaron para el anilisis
cuantitativo.

5.4 Recuperacion de la solucion esténdar de HAPs en EFS.

Con las condiciones elegidas y optimizadas se determind el porcentaje de
recuperacion de los 16 HAPs en estudio utilizando cartuchos de aminopropil (LC-
NH:), adicionando 400uL de una solucién estandar de aproximadamente 1 ppm vy
posteriormente una solucién estdndar de 0.1 ppm. En la figura 6 se muestran los
porcentajes de recuperacion obtenidos con el estandar correspondiente.
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Figura 6. Porcentaje de recuperacion del estandar {concentraciones de 1ppm y 0.1ppm) en
cartuchos de aminopropil (LC-NH,).

Se puede observar que el porcentaje de recuperacion de HAPs para
concentraciones de 1ppm es de 99.08+10.43, sin embargo, el Acenaftileno
(87.20%) y Acenafteno (69.33%) mostraron un porcentaje de recuperacion
menor en comparacion con el resto de los HAPs. El porcentaje de recuperacion
promedio para concentraciones de 0.1ppm es de 87.22+12.90. Observando que la
pérdida de HAPs durante el proceso de purificacion es relativamente baja.

5.5 Estandarizacion del método analitico con tejido de pescado fortificado.

Para este estudio se utilizd tejido de pescado fortificado (ver inciso 4.7.1.2). Se
compararon los resultados obtenidos por el procedimiento de purificacién
mediante columna cromatografica y EFS utilizando aminopropil y silica gel como
fase estacionaria.
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5.5.1 Analisis de la fraccion alifatica.

La purificacion del extracto de pescado por cromatografia en columna se efectud
siguiendo las condiciones recomendadas en la literatura (IOCARIBE, 1987). Se
eluyeron dos fracciones: la primera se eluyé con hexano, donde se recolectd la
fraccién alifatica, y la segunda fraccién se eluyé con benceno, conteniendo los
HAPs. Como se muestra en la figura 7a, los hidrocarburos alifaticos se eluyeron
junto con algunos HAPs de bajo peso molecular (dos y tres anillos), también se
identificéd escualeno (éste fue identificado por CGC/EM).

Las figuras 7b y 7c¢ muestran la fraccion alifatica de la purificacién con
aminopropil (LC-NH;) y silica gel (LC-Silica) que se obtiene del extracto de
pescado fortificado. Como se observa en los cromatogramas, la EFS permite una
mejor purificacion si se compara con la obtenida por cromatografia en columna.
En la figura 7b se muestra el cromatograma de la fraccidén alifatica del extracto
de pescado purificado con cartuchos de aminopropil. Los picos de los
hidrocarburos alifaticos son mayores si los comparamos con los picos de los
cromatogramas de las figuras 7a y 7c¢, lo que indica que con el absorbente LC-
NH; los hidrocarburos alifaticos no son retenidos en la fase estacionaria.

Al realizar la purificacién con cartuchos de silica gel se observé un perfil tipico de
aceite mineral (Figura 7c); sin embargo, los HAPs de bajo peso molecular (tales
como Naftaleno, Acenaftileno, Acenafteno, Fluoreno, Fenantreno y Antraceno)
también se eluyeron en esta fraccion.
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Figura 7. Cromatogramas de la fraccién alifatica del extracto de pescado fortificado y purificado por (a)
Cromatografia en columna, (b) EFS (LC-NH,) y (c) EFS (LC-Silica). Identificacién: 8. Escualeno, Phe. Fenoles,
Pt. Ftalatos, U. Desconocido, 1. Naftaleno, 2. Acenaftileno, 3. Acenafteno, 4. Fluoreno, 5. Fenantreno, 6.
Antraceno, 7. Fluoranteno, 8. Pireno, 9. Benzo(a)antraceno, 10. Criseno, 11. Benzo(b)fluoranteno, 12,
Benzo(k)fluoranteno, 13. Benzo(a)pireno, 14. Indeno(l,2,3-cd)pireno, 15. Dibenzo(ah)antraceno, 16.
Benzo(ghi)perileno. Las condiciones cromatograficas fueron las siguientes: Columna capilar de silica fundida
PTE™-5. La temperatura del detector fue de 320°C v la del inyector se programé para que estuviera 3°C arriba
de la temperatura de! horno. El programa de temperatura del horno fue: 60°C (1 min) hasta 250°C a 20°C y a
5°C/min hasta 320°C (20 min).

—— ———————— ——————— —————————————
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5.5.1.1 Recuperacion de HAPs en la fraccién alifatica en tejido de pescado fortificado.
Para este estudio se analizaron por triplicado las fracciones alifaticas, de los
extractos de pescado fortificado, purificadas por cromatografia en columna y EFS,
La figura 8 y la tabla 8 muestran el porcentaje de recuperacién de HAPs en la
fraccion alifatica
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Figura 8. Porcentaje de recuperacién de los HAPs en la fraccién alifdtica en muestras de pescado
fortificado (n=3).

Los seis primeros HAPs eluyeron en esta fraccidn, en ningtn caso eluyeron HAPs
de mayor pesos molecular.

Con los resultados obtenidos se compar6 estadisticamente, a través de un
analisis de varianza, los porcentajes de recuperacidon entre los diferentes
procedimientos de purificacién, cromatografia en columna y ambos absorbentes

utilizados en la EFS (LC-NH, y LC-Silica), demostrandose que no existen
diferencias significativas (F,15=1.70; P<0.21).
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Tabla 8. Resuitados obtenidos en la fraccién alifatica(n=3).

Compuesto Cromatografia en ' EFS (LC- NH3) EFS (Silica)

_ columna

| % | s | cv | % | s |  cv | % | s | ev |
Naftaleno | 1476 | 271 | 73.3¢ | €30 | 080 | 5053 | 322 |_ 041 | 4547 |
Acenaftileno | 222 | 046 | 2937 | 14.13 | 263 | 2460 | 349 | 0.31 33.28
Acenafteno | 9.25 | 058 | 2520 | 5002 | 290 | 2319 |_21.19 | 093 | 17.62 |
Fluoreno | 726 | 072 | 3956 | 2172 | 172 | 3165 | 830 | 039 | 18.89 |
Fenantrenc | 2751 | 167 | 24.24 | 1395 | 172 | 4932 | 868 | 054 | 2500 |
Antraceno | 7.2 | 057 | 3142 § 1177 | 130 | 44.28 | 407 | 0.26 | 2593 |

%
S
C.v

6t

Porcentaje de recuperacion promedio

Desviacion estandar
Coeficiente de variacion
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Sin embargo, la variabilidad es alta en ambos procedimientos, debido
posiblemente a que los compuestos que eluyeron en esta fraccién son muy
volatiles. Ejemplo de ello es el Naftaleno, cuyo coeficiente de variacién fluctia
entre 45% (EFS LC-Silica) y 74% (cromatografia en columna), dependiendo del
procedimiento de purificacién utilizado {Tabla 8). La mayor variacién se observa
cuando se utiliza cromatografia en columna como procedimiento de purificacién,
lo cual probablemente se debe a que las fracciones obtenidas después de este
paso son concentradas a sequedad y posteriormente reconstituidas antes del
andlisis.

Cabe sefialar que durante el proceso de optimizacion de los disolventes usados
para eluir estos compuestos se utilizé una solucidn estandar (ver inciso 5.2), y no
se observo la elucion de HAPs en la fraccion alifitica. Es probable que exista un
efecto de matriz, ya que los 6 primeros HAPs son eluidos en la fraccién alifatica,
con una gran variabilidad, en ambos procedimientos de purificacién
(cromatografia en columna y EFS).

5.5.2. Analisis de la fraccion aromdtica.

En la figura 9a se muestra el andlisis de la fraccion aromatica (benceno) obtenida
por cromatografia en columna y, como se esperaba, la recuperacidn de los HAPs
de dos y tres anillos fue menor. La fraccidn aromatica se obtuvo libre de
hidrocarburos alifaticos permitiendo la determinacién de los HAPs. Sin embargo,
otros analitos también eluyeron, como fenoies y ftalatos, que fueron identificados
por CGC/EM.,

El anadlisis de la fraccibn aromatica obtenida por EFS con cartuchos de
aminopropil y silica gel se muestra en las figuras 9b y 9c, respectivamente. Se
observd que la fraccidon obtenida con cartuchos de aminopropil estuvo libre de
analitos que interfieran en la determinacién de HAPs. En la fraccion obtenida con
cartuchos de silica gel {Figura 9¢) no se observaron compuestos que interfirieran
en la identificacién de los analitos de interés, se identifico la presencia de ftalatos
por CGC/EM. En ambos casos (LC- NH, y LC- Silica), no se detectd Naftaleno.
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Figura 8. Cromatogramas de la fraccién aromatica del extracto de pescado fortificado y purificado
por {a) Cromatografia en columna, (b} EFS (LC-NH2) y (c) EFS (LC-Silica). La identificacidén de los
compuestas como las condiciones cromatograficas son las descritas en la figura 7.
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5.5.2.1 Recuperacion de HAPs en la fraccion aromatica en tejido de pescado fortificado.
En la figura 10 y la tabla 9 se muestra el porcentaje de recuperacion de los HAPs

en la fraccidén aromatica.
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Figura 10. Porcentaje de recuperacidn de los HAPs en la fraccién aromatica en muestras de
pescado fortificadas (n = 3).

La variacion promedio fue 7.17% al utilizar los cartuchos de aminopropil (LC-
NHz), 8.29% para cartuchos de Silica gel y 23% para cromatografia en columna;
estos resultados se calcularon sin considerar los 6 primeros HAPs.
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Tabla 9. Resultados obtenidos en la fraccion aromatica(n=3).

Compuesto Cromatografia en EFS (LC-NH3) EFS (LC-Silica)
columna

| w | s | ev. | % | s | ecv. | % | s | cw. |
Naftaleno | 244 | 007 | 3443 | 000 | - | -~ | 0060 | - | - |
Acenaftileno | 1020 | 1.76 | 69.05 | 16.65 | 1.00 | 23.94 | 2363 | 263 | 44.50 |
Acenafteno | 3027 | 242 | 3197 | 1234 | 093 | 3029 | 3246 | 3.08 | 37.95 |
Fluoreno | 2154 | o070 | 13.08 | 1552 | 1.23 | 31.79 | 2433 | 1.68 | 27.59 |
Fenantreno | 47.45 | 262 | 2209 | 4717 | 174 | 1477 | 53.23 1.39 | 10.42 |
Antraceno | 4047 | 220 | 2172 | 47.84 | 1.67 | 13.96 | 5697 | 183 | 12.88 |
Fiuoranteno | 45.03 | 273 | 2428 | 5696 | 079 | 556 | 6548 | 208 | 12.71 |
Pireno | 4644 | 273 | 2351 | 5734 | 094 | 654 | 6447 | 208 | 12.94 |
Benzo(a)antraceno | 4315 | 2.25 | 2084 | 7155 | 4.04 | 2257 | 5741 | 119 | 827 |
Criseno | 44.40 | 231 | 2079 | 62.53 | 1.66 | 10.60 | 6451 | 179 | 11.11 |
Benzo(b)fluoranteno | 37.88 204 | 2156 | 50.01 | o064 | 511 | 5188 | 091 | 7.03 |
Benzo(K)fluoranteno | 38.70 | 228 | 23.53 | 5403 |_ 066 | 487 | 59.03 | 0.99 ] 673 |
Benzo(a)pireno | 4523 | 267 | 2358 | 5157 | 041 | 317 | 5576 | 067 | 478 |
Indeno(1,2,3-cd)pireno | 42.14 | 224 | 2130 | 5330 | 053 | 396 | 5236 | 1.16 | 887 |
Dibenzo(a,h)antraceno | _41.90 | 3.02 | 2882 | 5691 | 042 | 2.94 | 58.29 | 097 | 6.67 |
Benzo(ghi)perileno | 4410 | 241 ! 2183 | 5452 | 087 | 635 | 5641 | 053 | 378 |

%  Porcentaje de recuperacién promedio
s Desviacion estandar
c.v Coeficiente de variacion
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El porcentaje de recuperacién de HAPs en la fraccidn aromatica fue 42.90 +
2.80% utilizando el procedimiento de purificacidon por cromatografia en columna,
56.87 + 6.23% para LC-NH, y 58.56 + 4.89% en LC-Silica. Se compararon
estadisticamente los datos obtenidos, a través de un andlisis de varianza,
demostrandose que existen diferencias entre los diferentes procedimientos de
purificacién (F,,;=31.4; P<8.96x10°®).

Las diferencias son significativas entre el procedimiento de purificacién por
cromatografia en columna y la EFS. Sin embargo, entre los dos diferentes
absorbentes utilizados en la EFS los valores del porcentaje de recuperacion son
similares, por ello se aplicd una prueba t para dos muestras suponiendo varianzas
iguales y se observdé que no existen diferencias entre el porcentaje de
recuperacion obtenido con aminopropil y silica gel, con una t15=-0.67; P< 0.51.
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5.5.3 Recuperacion total de HAPs en tejido de pescado fortificado.

Ei porcentaje de recuperacion total de HAPs para todo el protocolo fue 40.60 +

13.75% utilizando el procedimiento de purificacién por cromatografia en columna,
51.63 + 15.47% para LC-NH; y 51.57 + 16.73% en LC-Silica. Las pérdidas de

HAPs de bajo peso molecular son importantes para compuestos como Naftaleno,
Acenaftileno y Fluoreno (Tabla 10) para ambos procedimientos.

Tabla 10. Porcentajes de recuperacion total en ambas fracciones.

Compuesto Cromatografia en columna | EFS (LC-NH3) EFS (LC- Silica}
Naftaleno | 17.20 | 6.30 | 3.22 |
Acenaftileno | 12.42 | 30.78 | 27.12 |
Acenafteno | 39.52 | 62.36 | 53.64 |
Fluoreno | 28.80 | 37.24 | 32.63 |
Fenantreno | 74.96 | 61.12 1 61.91 |
Antraceno | 47.69 | 59.61 \ 61.04 |
Fluoranteno | 45.03 | 56.96 \ 65.48 |
Pireno | 46.44 ! 57.34 | 64.47 |
Benzo(a)antraceno | 43.15 | 71.55 | 57.41 |
Criseno | 44.40 | 62.53 | 64.51 \
Benzo(b)fluoranteno | 37.88 | 50.01 | 51.88 |
Benzo(k)fluoranteno | 38.70 | 54.03 | 59.03 |
Benzo(a)pireno | 45.23 | 51.57 | 55.76 |
Indeno{1,2,3-cd)pirenc | 42.14 | 53.30 | 52.36 B
Dibenzo{a, h)antracenc | 41.90 | 56.91 j 58.29 |
Benzo(ghi)perileno | 44.10 | 54.52 ] 56.41 |
Promedio | 40.60 | 51.63 | 51.57 |

El porcentaje de recuperacién promedio total de todos los HAPs estudiados se
muestra en la figura 11.
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Figura 11, Porcentaje de recuperacidn total de los HAPs en muestras de
pescado fortificadas (n = 3).

Comparando el porcentaje de recuperacién obtenido por EFS con el realizado por
Baumard y colaboradores (1997), en donde se obtuvo un porcentaje de
recuperacion de todo el protocolo del 72 + 7%, podria no considerarse aceptable.
Sin embargo, en el estudio de Baumard (1997) se utilizé una solucién estandar
certificada de 23 HAPs (SRM 2260) la cual no contenia los 6 primeros
compuestos, que son los que presentan una recuperacién menor. En el presente
estudio se utilizaron muestras fortificadas; si no se consideran los 6 primeros

compuestos, el promedio del porcentaje de recuperacién total de HAPs es de
42.90 + 2.80% para cromatografia en columna, de 56.87 + 6.23% para LC-NH, y
para LC-Silica de 58.56 + 4.84% y podrian considerarse como aceptables.

En el estudio de Baumard se encontré que la mayor pérdida de HAPs ocurria

durante el paso de extraccién liquido / liquido, con un porcentaje de recuperacion
en una solucion estandar de 80 + 3%. El procedimiento de evaporacién también

representa pérdidas sobre todo para aquetlos compuestos de bajo peso molecular
(Baumard et al., 1997).
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E! procedimiento de extraccion y saponificacion utilizados en la investigacién de
Baumard y colaboradores (1997), asi como los utilizados en el presente estudio
son similares, por lo que se puede sefialar que las mayores pérdidas ocurren
durante los pasos de extraccion liquido / liquido y preconcentracidén, mas no en la
purificacion de la muestra utilizando EFS, como se demostré en el presente
estudio (verinciso 5.4).

5.6 Calibracion del método.

Como parte de la validacion del método analitico se determiné su intervalo lineal,
utilizando para ello muestras de tejido de pescado fortificado. El intervalo de
concentracion de la solucién utilizada para la fortificacion de las matrices fue: 75,
100, 250, 500 y 750 ppb. De acuerdo a los resultados obtenidos en Ia
optimizaciéon de la metodologia analitica (ver inciso 5.5) se determind que el
procedimiento de purificacion que permitia un extracto mas libre de interferencias
es la EFS con cartuchos de aminopropil (LC-NH;). Se analizaron las muestras de
acuerdo al meétodo descrito anteriormente y se obtuvo un extracto de cada una
de las concentraciones. Los extractos fueron inyectados tres veces en el CGC, y
con los datos generados se determinaron las curvas de calibracion
correspondientes para cada uno de los HAPs (Figura 12).

Para obtener el limite de deteccién se consideré el mismo como la cantidad de
concentracion de analito que proporcionara una sefial igual a la sefial del blanco
(ruido) mas 2 veces la desviacion estandar del blanco. El limite de deteccion fue
75ng/g para todos los HAPs analizados a excepcién del Naftaleno que fue
250ng/g.

Existe una correlacién lineal significativa para 15 HAPs, lo cual se comprobd
mediante una prueba t. Para los 15 HAPs, la hipdtesis nula, en la cual se
postulaba que no existia correlacién entre x y y, se rechazd. A excepcién del
naftaleno, el valor calculado de t (t=11) fue mayor que el tabulado (t=3.18) para

una probabilidad del 95%.
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Figura 12, Gréficas de calibracion de los 16 HAPs estudiados.

5.7 Ventajas y desveniajas en el uso de la EFS.
El analisis de los HAPs en tejidos bioldgicos utilizando el procedimiento analitico

propuesto toma 8 horas y media, para preparar y analizar una muestra. Sin
embargo, el procedimiento puede ser sistematizado y realizar varias matrices al
mismo tiempo. La ventaja del andlisis de los HAPs empleando la EFS como medio
de purificacion es la reduccién del tiempo de analisis. En el procedimiento
analitico utilizando cromatografia en columna, como técnica de purificacién, el
tiempo del mismo incrementa 3 horas y media debido al tiempo utilizado en el
empacado de la columna, la elucidén de las diferentes fracciones y la evaporacion
de las mismas. En consecuencia, se incrementan los costos por el empleo de
mayor cantidad de reactivos y disolventes. En algunas ocasiones, al emplear
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como técnica de purificacion la cromatografia en columna, se ha reportado el
requerimiento de una segunda purificaciéon, ya que no se logra un extracto libre
de interferencias (Baumard et al., 1997).

Sin embargo, el manejo de los disolventes y cartuchos a emplear en la EFS debe
ser el apropiado, ya que podria cambiar la actividad de los adsorbentes. La
utilizacién de disolventes de alta pureza podria considerarse como una desventaja
del uso de la EFS, no obstante se usan pequefios volumenes de estos.

5.8 Aplicacion del método propuesto en muestras de organismos marinos.

Una vez que la metodologia se optimizé se analizaron muestras de pescado y
camarén que fueron capturadas en regiones consideradas “contaminadas” y una
muestra de ostidén que fue adquirida en el supermercado

Se analizdé una muestra homogénea de tejido de pescado, familia Mucrouridae, el
cual fue capturado con una red de arrastre en la boca del Rio Coatzacoalcos
durante la Campafia Oceanografica PROBMEX, realizada en marzo de 1999 (ver
inciso 4.5). Este organismo es de habitos benténicos, por lo que vive en contacto
con el sedimento.

En la figura 13a se muestra la fraccidn alifatica del extracto de pescado, que
muestra un tipico perfil de mezcla compleja no resuelta (UCM, siglas en inglés}.
La cual es considerada como una consecuencia de la exposicion de los
organismos al petréleo crudo, intemperizado, degradado y sus derivados (Pefha
et al., 1996). En esta fraccién no se detectaron HAPs. Sin embargo, en el analisis
por CGC/EM de esta fraccién se identificaron compuestos como: fenol 2,6-
bis(1,1-dimetiletil)-4 metil, hidrocarburos alifaticos (n-C;; - n-Css) y escualeno.

La figura 13b presenta el cromatograma de la fraccién aromatica, en donde se
identificaron y cuantificaron: Antraceno (0.88 = 0.14ug/g) y Pireno (0.087 =
0.002pg/g) mediante CGC. Utilizando CGC/EM (SIM y SCAN) se confirmaron los

HAPs que se identificaron por CGC. En la figura 14 se muestra el cromatograma
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Figura 13. Cromatogramas de la fraccién alifatica (a) y fraccién aromatica (b) del extracto de
pescado (Familia Mucrouridae, capturade en el Golfo de México) purificado por EFS LC-NH,. La

identificacion de los compuestos como las condiciones cromatograficas son las descritas en la figura
7.

52



R n S

Resultados y Discusion

a5 Tiempe de retencién 15.38
o Pirena

.‘\\ B : 101

TR TG Tida’ T iAST 3T RS T iAAT TTFS 380G iéd " T ihe TETa

7500

7000
8500 ] Lo m/z

6000 ] .
5500 : ’
5000
4500
2000 { ]
3600 ", .

[-URl o T - VI = W= Y = = e
kY
Y

2000 4
2500
2000
1500 4
1000
S00

s bo i0loo - L aso0 zo'oo | 2500 30’06

Tiempo

- Tiempo de retencién 12,99
ne Antraceno

1[5

m/z ///

Figura 14. Cromatograma iénico (SIM) de la fraccién aromatica del extracto de pescado (Familia
Mucrouridae) y purificado por EFS (LC-NHy). La muestra fue inyectada en el sistema de
Cromatografia de Gases Capilar - Espectroscopia de Masas (CGC - EM). Se utilizé el modo selectivo
de iones (SIM, siglas en inglés). La columna capilar utilizada fue JW & Scientific DB5. El modo de
inyeccién fue split/splitless (tiempo de splitless: 2 min). La temperatura del inyector fue 250°C. La
linea de transferencia fue 280°C. Ei programa de temperatura del horno fue: 60°C {1 min} a 300°C
(20 min) a 15°C/min.
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idnico (SIM) de la fraccién aromatica y el espectro obtenido por SIM, en el cual se
sefialan los compuestos con los iones seleccionados para su identificacion.

Los HAPs encontrados en el pescado son de bajo peso molecuiar, lo cual coincide
con lo que se ha reportado anteriormente (Baumard et al., 1998) y se atribuye a
que estos organismos tienen la capacidad de biotransformar estos compuestos.
Tambien se analizd una muestra homogénizada de tejido de camarones (Penaeus
duorarum) capturados por los pescadores del lugar en la Laguna de Términos,
Campeche durante septiembre de 1998 (ver inciso 4.5). La figura 15 muestra los
cromatogramas de las fracciones alifatica (a) y aromatica (b) de este andlisis. En-
la fraccion alifatica se identificaron por CGC/EM (modo SCAN) hidrocarburos
alifticos desde n-C;s hasta n-Cy;, fenol y escualeno. En la fraccién aromatica se
identificaron y cuantificaron por CGC: Fluoreno (0.04 + 0.001 ug/g), Fenantreno
(0.11 + 0.003 pg/g) y Pireno (0.05 + 0.006 ug/g)(Figura 15b). La presencia de los
HAPs identificados se confirmé por CGC/EM (SIM y SCAN). En la figura 16 se
muestra el cromatograma idnico (SIM) de la fraccion aromatica de! extracto de
camaron.,

El método propuesto también se aplicé a muestras de ostién (ver inciso 4.5}, por
ser considerado de interés en los estudios de monitoreo ambiental. En el extracto
de ostion no se detectaron HAPs ya que estos organismos eran destinados para el
consumo humano (Figuras 17a y 17b). Tanto la fraccidn alifatica y aromatica se
inyectaron en el CGC/EM para confirmar estos resultados.
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Figura 15. Cromatogramas de la fraccién alifatica (a) y fracciéon aromatica (b) del extracto de
camarén (Penaeus ducrarum, capturado en la Laguna de Términos, Campeche/México) purificado
por EFS LC-NH,. La identificacion de los compuestos y las condiciones cromatograficas estan
descritas en la figura 7.
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cromatograficas son las descritas en la figura 7.
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6. Conclusiones
% La EFS puede ser una alternativa de purificacidon para el estudic de HAPs en
organismos marinos.

% La recuperacion de los HAPs en la fraccion alifatica es variable en los
diferentes procedimientos de purificacién, particularmente en el caso de los de
bajo peso molecular. Sin embargo, al realizar la limpieza con extraccién en
fase solida se obtiene una mejor separacion de las fracciones de los analitos.

% Los porcentajes de recuperacion total de HAPs fueron 42.0 + 2.80% para
cromatografia en columna, 56.87 + 6.23% para EFS con LC-NH; y 58.56 +

4.84% para EFS con LC-Silica.

% El limite de deteccién del método propuesto fue de 250ng/g para el Naftaleno
y de 75ng/g para los otros 15 HAPs estudiados. La curva de calibracion
propuesta para 15 HAPs fue de 75 a 750ng/qg.

% La EFS presenta ventajas sobre la purificacion por cromatografia en columna
como es la reduccion del tiempo de analisis asi como también el de reactivos y
disolventes.

% E! método propuesto se aplicd en diversos tejidos de organismos marinos,
reportandose HAPs de bajo peso molecular para las muestras de pescado vy
camaron analizadas. Se obtuvieron extractos puros libres de interferencias por
to que la identificacion de HAPs por CGC fue sencilla, los cuales fueron
confirmados por CGC/EM.

Se recomienda utilizar la EFS con cartuchos de aminopropil (LC-NH,) para la
purificacién de muestras de tejido biolégico, como son los de organismos
marinos, de esta manera se evita realizar una segunda purificacion si se
realizara dichc procedimiento en cromatografia en columna vy una segunda
concentracion del extracto, en donde las pérdidas son significativas.
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